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ABSTRACT

Indrayani Purba, Budi Muljono, R. Soeharjanto - /mmunological diagnosis of nasopharyngeal carcinoma (NPC)
by immunoperoxidase assay (IPA) method using anti-VCA-EBV IgA.

Nasopharyngeal Carcinomas (NPC) are the most frequent malignancy cases found at Ear, Nose and Throat
(ENT) Department. Patients are commonly admitted in a severe condition. The success of therapy depends on
the early detection of the disease. The most frequently NPC is WHO 1ll type. WHO II and Iil types have close
relationship to EBV. One of the methods to detect an early stage of the disease is by sero-immunology
examination for anti VCA-EBV-IgA (VCA-IgA) using IPA method. The results of this VCA-IgA examination in
this study were compared to the clinical examinations of NPC and biopsies to observe an analytical
performance in terms of reproducibility, diagnostic performance and comparison test (significance and
correlation tests). The VCA-IgA examination has been performed at the Department of Clinical Pathology, Dr.
Sardjito General Hospital on 30 patients with clinical examination of NPC confirmed by biopsy, 30 normal
subjects, 10 suspected KP patients, and 10 patients with positive ASTO. The results of this examination
indicated that the reproducibility of VCA-IgA examination by IPA method is very good (Kappa = 81%). For
diagnostic performance, a high sensitivity result is obtained (96%). There is no significant difference between
the result of VCA-IgA examination with IPA method and NPC with clinical examination & biopsy (p > 0,05). It
can be concluded that igA anti VCA-EBV examination IPA method is useful in the early NPC diagnosis.

Key Word : nasopharyngeal carsinoma - IgA anti VCA-EBV - immunoperoxidase
assay ~ analytic & diagnostic performance - reproducibility

ABSTRAK

Indrayani Purba, Budi Muljono, R. Soeharjanto - Diagnosis imunologik Irarsmoma nasofarmg (KNF) dengan
pemenksaan IgA anti VCA-EBV metode IPA .

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan kasus terbanyak di Unit Telinga, Hidung dan Tenggorok. Biasanya
pasien datang sudah pada stadium lanjut.’ Keberhasilan terapi tergantung dari penemuan dini penyakit. KNF
yang paling banyak ditemukan adalah. tipe WHO Ill. Tipe WHO yang sangat erat hubungannya dengan EBV

.adalah tipe WHO Il dan lll. Salah satu cara untuk menemukan penyakit pada stadium dini adalah dengan peme-

riksaan serologi-imunologi yaitu IgA anti VCA-EBV (IgA-VCA) metode IPA. Hasil pemeriksaan IgA-VCA ini
dibandingkan dengan hasil pemeriksaan klinis KNF dan biopsi untuk melihat penampilan analitik dalam hal
reprodusibilitas, penampilan diagnostik dan uji perbandingan (uji kemaknaan dan korelasi). Telah dilakukan pe-
meriksaan IgA-VCA terhadap 30 orang dengan pemeriksaan klinis KNF dan biopsi, 30 orang normal, 10 orang
suspek KP dan 10 orang dengan ASTO positif, di Instalasi Patologi Klinik RSUP Dr. Sardjito. Untuk penampilan
analitik dalam hal reprodusibilitas dianalisis dengan uji statistik Kappa (K} dan deskripsi orang sakit dengan
geometric mean titer {GMT). Penampilan diagnostik dianalisis dengan Chi kuadrat menggunakan tes Fisher
exact. Korelasi antara hasil pemeriksaan IgA-VCA dengan pemeriksaan klinis KNF dan biopsi dengan indeks phi
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{r@). Hasil penelitian menunjukkan bahwa antara hasil pemeriksaan 1gA-VCA dengan pemeriksaan klinis KNF
dan biopsi mempunyai penampilan analitik yang sangat baik (K=81%). Deskripsi orang sakit, makin tinggi
stadium makin tinggi GMT. Untuk penampilan diagnostik didapatkan hasil sensitivitas yang tinggi (96%). Tidak
terdapat perbedaan hasil pemeriksaan 1gA-VCA metode IPA dengan pemeriksaan klinis KNF dan terdapat biopsi
{p>0,05), dan korelasi positif (rd= 0,46). Pemeriksaan IgA anti VCA-EBV metode IPA berperan penting dalam

diagnosis dini KNF.

PENGANTAR

Di Indonesia karsinoma nasofaring (KNF)
merupakan keganasan di daerah kepala dan leher
yang paling sering ditemukan.! Di RSUP Dr. Sar-
djito kasus KNF setiap tahun meningkat, yaitu 48
orang pada tahun 1992, 58 orang pada tahun
1993, dan 63 orang pada tahun 1994.2 Periode
puncak umumnya terjadi pada dekade ke 4 dan 5.
Perbandingan laki-laki dan wanita (2-3): 1.3 Etio-
loginya adalah multifaktorial yaitu faktor genetik,
faktor ling- kungan dan infeksi virus Epstein Barr
(EBV). Gejala klinis KNF tidak khas mirip rhi-
nitis atau sinusitis sehingga sering diabaikan dan
KNF merupakan tumor yang sering salah di diag-
nosis.* Secara klinis diagnosis sulit karena letak
nasofaring yang tersembunyi, tumor biasanya
kecil dan berwarna sama dengan mukosa sekitar,
tumbuh endofitik, dan adanya occult primary
(pembesaran kelenjar leher, destruksi dasar teng-
korak, kelumpuhan saraf otak tanpa ditemukan
lesi primer di nasofaring). Tidak jarang dijumpai
hasil biopsi yang negatif walaupun dilakukan
berulang kali di daerah yang dicurigai. Menurut
World Health Organization (WHO), secara histo-
patologis KNF dibagi 3 tipe. Tipe I: karsinoma
sel skuamosa dengan keratinisasi; Tipe II: kar-
sinoma sel skuamosa tanpa keratinisasi dan Tipe
III: karsinoma tanpa diferensiasi.” Umumnya
penderita datang sudah dalam stadium lanjut se-
hingga kemungkman untuk sembuh sangat mi-
nimal .’ Perjalanan KNF sangat cepat, begitu
muncul gejala pertama atau bahkan tanpa gejala
sama sekali kasus telah berkembang menjadi sta-
dium Ian_]ut Untuk menghindari ini perlu dilak-
sanakan upaya ke arah penemuan dini KNF.

Dibuktikan bahwa EBV sebagai etiologi KNF
telah membuka jalan ke arah upaya diagnosis dini
dengan pemeriksaan serologi-imunologi yaitu
IgA anti viral capsid antigen EBV (IgA-VCA).
Antibodi IgA diproduksi secara lokal dan ber-
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peran dalam imunologi mukosal. Sel plasma yang
ada di sekitar Jahnan sel epitelial tumor mungkin
sebagai sumber IgA Antigen EBV yang dipakai
adalah virus capsid antigen (VCA) yang merupa-
kan virus antigen yang aktif, karena kapsid diper-
lukan dalam kelangsungan hidup virion. KNF
Tipe WHO II dan III sangat erat hubungannya
dengan infeksi EBV dan ditemukan tlter IgA-
VCA yang meninggi pada penderita KNF.!? Ka-
sus yang paling banyak ditemukan adalah tipe
I11. Sastrowijoto ef al.? mendapatkan hasil tipe III
(89,41%), 11 (2,94%), dan 1 (7,65%).

Pada penelitian ini diperiksa adanya antibodi
IgA dalam serum penderita KNF dengan metode
pe- meriksaan immunoperoksidase assay (IPA).
Metode ini sederhana dan mudah dikerjakan, da-
pat dipercaya, cepat dan murah. Korelasi positif
dengan IFA (r =0, 94) dan hanya dengan mikros-
kop cahaya biasa. .

Penelitian ini bertujuan untuk menguji bagai-
mana penampilan analitik dalam hal reprodu-
sibilitas, penampilan diagnostik, uji perbanding-
an IgA-VCA dengan metode IPA serta pemerik-
saan klinis dan biopsi sebagai baku emas.

BAHAN DAN CARA

Penelitian tes diagnostik ini dilakukan dengan
pengamatan sekali (cross sectional) terhadap
penderita suspek KNF di unit rawat jalan Staf
Medik Fungsional (SMF) Telinga Hidung Teng-
gorok (THT) RSUP Dr. Sardjito, antara bulan
Agustus sampai dengan Desember 1996. Subyek
penelitian terdiri dari kelompok penderita suspek
KNF yang dilakukan biopsi. Kelompok kontrol
adalah orang sehat (tidak merokok, tidak faringi-
tis). Karena di Indonesia prevalensi penyakit in-
feksi sangat tinggi, perlu dipikirkan faktor-faktor
yang mungkin mengganggu dalam hal peme-
riksaan, seperti Koch pulmonum (KP) dan anti
Streptolisin O (ASTO).
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Bahan pereaksi: sumur slide mengandung
EBV/VCA, kontrol positif dan negatif, HRP
Conjugated anti human IgA, substrat, medium
mounting, 1gG/RF stripping solution, reagen strip
stop, konsentrat EBV-IgA diluent, konsentrat

- IPAzime buffer, dan akuabides.

Alat penelitian: Kaca penutup, rak tabung, mi-
kro pipet, inkubator 37°C, refrigerator 4, cen-
trifuge 4, mikroskop cahaya.

Cara pemeriksaan IgA-VCA metode IPA: 1)
serum dibersihkan dari IgG-VCA dan IgA Rf de-
ngan IgG/Rf striping solution, inkubasi 30 menit
suhu 0 - 4°C kemudian sentrifus; 2) Supernatan
dimasukkan ke dalam sumur slide yang mengan-
dung antigen, inkubasi 60 menit suhu 37°C, cuci;
3) Tambahkan HRP conjugate anti-human IgA,
inkubasi 45 menit suhu 37°C, cuci; 4) Tam-
bahkan substrat, inkubasi 10 menit pada suhu ka-
mar, cuci; 5) Tambahkan mounting medium di-
tutup dengan kaca penutup dilihat dengan mikros-
kop. Reaksi positif adalah adanya presipitasi war-
na biru gelap di bagian dalam sel-sel terinfeksi
25% dari seluruh populasi sel. Interpretasi hasil
positif: jika titer 1/32 positif, 1/64 positif dan titer
1/32 posi- tif, 1/64 border line (t). Interpretasi
negatif: jika titer 1/32 positif, 1/64 negatif dan
1/32 negatif dan 1/64 negatif.

Untuk menguji penampilan analitik pemerik-
saan IgA-VCA dalam hal reprodusibilitas dilaku-
kan analisis dengan uji statistik Kappa, deskripsi
titer penderita dengan Geometric Mean Titer
(GMT) dengan rumus: GMT =

=X1xX2xX3
i=]

3R
Fad
Tas

Uji perbandingan kemaknaan dengan Chi
kuadrat menggunakan tes Fisher exact dan kore-
lasi dengan indeks phi (1Q).

HASIL

Selama 5 bulan penelitian didapatkan 30 pen-
derita suspek KNF. Pada pemeriksaan histo-
patologis 28 penderita positif KNF dan pada pe-
meriksaan IgA-VCA 28 penderita positif. Kasus
terbanyak umur 46 - 55 tahun (43,3%). Perban-
dingan laki-laki dan wanita 2,75 : 1 (TABEL 1).

" Distribusi menurut umur dan jenis kelamin

TABEL 1. - Distribusi penderita KNF menurut umur dan
jenis kelamin

i Laki-laki Wanita Total

Kelamin
Umur z % z % z %
16-25 2 6,7 0 0 2 6,7
26-35 | 3 10,0 2 6,7 5 16,7
36-45 1 33 1 3,3 2 6,6
46- 55 10 §33,3 3 10 13 1433
56-65 4 1133 2 6,7 6 |200
66 - 70 2 6,7 0 0 2 6,7
Jumlah 22 | 73,3 8 1267 30 100

Stadium klinis penderita KNF :
Umumnya penderita datang sudah dalam sta-

dium lanjut. Penderita yang paling banyak dite-

mukan adalah stadium III (56,7%) (TABEL 2).

TABEL 2. - Stadium klinis penderita KNF

Stadium z %

1 0 0
11 4 13,3
111 17 56,7
v 9 30
Jumlah 30 100

Gambaran histopatologis KNF

Gambaran histopatologis penderita positif
KNF adalah jenis karsinoma tanpa diferensiasi
atau tipe I1I (100%).

Hasil pemeriksaan kelompok kontrol

Hasil pemeriksaan IgA-VCA orang normal,
suspek KP dan ASTO positif sebagai kontrol da-

pat dilihat pada TABEL 3.
TABEL 3. - Hasil pemeriksaan IgA-VCA, orang normal,
suspek KP dan ASTO positif
R Orang ASTO
IgA-VCA normal Suspek KP ) Jumiah
+ 1 0 5 6
29 10 5 44
Jumiah 30 10 10 50

Deskripsi titer penderita

Deskripsi titer IgA-VCA penderita dilihat
dengan GMT. Persentase peningkatan GMT ka-
dar serum IgA-VCA penderita KNF berdasarkan
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stadium, dapat dilihat pada GAMBAR 1.

150

Titer GMT
o
°

501 -

v

Stadium

GAMBAR 1. - Histogram penderita KNF IgA-VCA sta-
dium 11, 111 dan IV

Penampilan analitik dengan reprodusibilitas

Penampilan analitik dengan reprodusibilitas
ditentukan derajat kepositifan dalam pemeriksaan
IgA-VCA yaitu (+) bila sel terinfeksi berwarna
biru muda, (++) bila sel terinfeksi berwarna biru
gelap, (+++) bila sel terinfeksi berwarna biru
sangat gelap. Kesepakatan dari hasil pemeriksaan
antara 2 orang pemeriksa dianalisis dengan uji
Kappa (K = 81%).

Sensitivitas dan spesifisitas, nilai ramal positif
(NRP) dan nilai ramal negatif (NRN)

TABEL 4. - Pemeriksaan IgA-VCA pada penderita KNF

dan bukan penderita KNF

KNF (+) KNF (-)
+ 27 7
1. 45

IgA-VCA

Sensitivitas dan spesifisitas hasil uji berturut-
turut adalah 96 dan 87%, sedangkan nilai ramal
positif dan nilai ramal negatifnya berturut-turut
79 dan 97% (TABEL 4).

PEMBAHASAN

Selama S bulan penelitian didapatkan 28 pen-
derita positif KNF berdasarkan pemeriksaan
histopatologis. Kasus terbanyak dijumpai pada
kelompok umur antara 46 - 55 tahun yaitu 43,3%
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(TABEL 1). Hasil ini sesuai dengan peneliti
terdahulul, bahwa kasus KNF mencapai puncak
pada umur dekade 4 dan 5. Perbandingan laki-
laki dan wanita 2,75 : 1. Penelitian sebelumnya
menemukan perbandingan laki-laki dan wanita
(2-3): 1.3 Umumnya penderita datang sudah da-
lam stadium lanjut yaitu stadium I dan IV ! Pa-
da penelitian ini penderita yang paling banyak
adalah stadium III. Secara histopatologis 28 pen-
derita positif KNF adalah tipe III (100%). Pene-
litian sebelumnya juga menyebutkan bahwa ber-
dasarkan gambaran histopatologi yang paling ba-
nyak ditemukan adalah tipe III.° Menurut pem-
bagian WHO KNF yang berhubungan erat de-
ngan infeksi EBV adalah tipe II dan III dan dida-
patkan titer antibodi IgA-VCA yang meninggi.
Juga disebutkan bahwa pada tipe ini tumor kecil,
submukosa dan sulit dideteksi.* Oleh karena itu
pemeriksaan serologi-imunologi IgA-VCA dapat
membantu diagnosis KNF. ]

Di antara kelompok kontrol yang meliputi 10
penderita dengan KED meningkat (suspek KP),
10 penderita dengan ASTO positif dan 30 indi-
vidu klinis sehat hasil positif palsu terutama ter-
jadi pada individu dengan ASTO positif (50%);
3% individu sehat yang ternyata setelah dikonfir-
masi dengan pemeriksaan ASTO memberi hasil
positif (200. IU/ml). Hal ini dapat diterangkan
bahwa kemungkinan individu dengan ASTO po-
sitif ini memiliki kondisi poliklonal gamopati di
dalam serumnya, sebagai hasil kumulasi berbagai
protein fase akut yang terbentuk selama aktivasi
penyakit atau selama fase eksaserbasi akut. IgG
yang sering memberi hasil positif palsu terutama
pada ELISA,!? di sini hasil-hasil tersebut tidak
dapat dikonfirmasikan. Dari 10 penderita dengan
IgG meningkat (suspek KP dengan KED mening-
kat) tidak satupun memberi hasil positif palsu.
Untuk ini ada beberapa kemungkinan, pertama
IgG memang tidak bereaksi silang dengan IgA-
VCA (sudah dibersihkan oleh IgG stripping
solution); kedua, sampel dengan IgG meningkat
terlalu sedikit (10 orang) atau KED yang mening-
kat pada individu-individu suspek KP tidak dika-
renakan IgG.

Pada reprodusibilitas pemeriksaan IgA-VCA
metode IPA (uji KapPa) didapatkan hasil 81%.
Menurut Neel ef al.'* nilai K > 0,75 adalah
sangat baik (kesepakatan interpretasi hasil pada
sampel berdasarkan derajat kepositifan oleh 2
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orang pemeriksa hasilnya sesuai yaitu positif pa-
da pemeriksa I juga positif pada pemeriksa II).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ma-
kin tinggi stadium KNF, makin tinggi pula nilai
GMT nya. Walaupun pada stadium IV bisa dida-
patkan titer IgA-VCA negatif, ini mungkin ka-
rena pada stadium IV dapat terjadi status imuno-
logi penderita mengalami bankruptcy 5 Untuk
membuktikan ini perlu pemeriksaan angka leu-
kosit (AL) dan globulin.16 Pada penampilan diag-
nostik didapatkan sensitivitas 96% dan spesifi-
sitas 87%. Nilai spesifisitas hasil uji ini (87%) le-
bih rendah dari pada penelitian sebelumnya, yaitu
97%.! Penampllan operasional, nilai ramal posi-
tif (NRP) 79% dan nilai ramal negatif (NRN)
97%.

Hasil uji kemaknaan antara IgA-VCA metode
IPA dengan pemeriksaan klinis dan biopsi secara
statistik tidak berbeda bermakna. Dengan demi-
kian untuk mendeteksi penderita yang diduga
KNF secara klinis dapat digunakan pemeriksaan
IgA-VCA metode IPA. Uji korelasi didapatkan
hasil indeks phi 0,46, hasil ini berkorelasi po-
sitif. 18 Seperti disebutkan di atas bahwa antara
pemeriksaan IgA-VCA dengan biopsi di dalam
mendiagnosis KNF memiliki kesamaan yang sa-
ngat tinggi (96%) artinya positif pada IgA-VCA
juga positif secara biopsi. Sementara hasil uji sta-
tistik menunjukkan korelasi dalam level sedang.
Hal ini mungkin disebabkan karena terlalu sedi-
kitnya sampel dengan biopsi negatif (1 orang).

KESIMPULAN DAN SARAN

Kasus karsinoma nasofaring yang paling
banyak ditemukan adalah tipe III dan pasien da-

-tang kebanyakan sudah stadium lanjut. Pada pe-

nampilan analitik dengan reprodusibilitas dida-
patkan hasil Kappa yang sangat baik (81%). Des-
kripsi titer IgA-VCA penderita menunjukkan
bahwa makin tinggi stadium KNF makin tinggi
nilai GMT. Pada penampilan diagnostik dida-
patkan nilai sensitivitas yang tinggi (96%) dan uji
kemaknaan statistik antara pemeriksaan IgA-

VCA metode IPA dengan biopsi tidak menun- -

jukkan perbedaan (p > 0,05). Kesesuian diag-
nosis pemeriksaan IgA-VCA dengan biopsi ada-
lah 96% dengan korelasi positif (r = 0,46). Untuk
dipakai sebagai pemeriksaan penyaring perlu di-
lakukan penelitian penampilan operasional IgA-

VCA pada populasi terpilih dan diusahakan de-
ngan jumlah sampel yang memenuhi persyaratan
epidemiologi.
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